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(Antimicrobial growth promoters, AGP)の添加量は微量ではあるものの広範囲で利用
されており、1969年にイギリスの Swannらが耐性菌の出現リスクを報告[7]したことを




ても報告されている。デンマークは EU 内でも早い時期から AGP 削減に取り組み、2000
年までに AGPの使用を禁止した。さらに、毎年、抗生物質の使用量や耐性菌の分離状況
などをモニタリングし報告書を積極的に公開している[9]。それによると、AGP の使用
量低下に伴い、2001 年から 2009 年にかけて動物用医薬品の使用量が 35%増加し、さら
に AGP 使用禁止以降の耐性菌出現に改善の傾向が認められていない(図 1)。そのため
























飼料添加物(表 2)や混合飼料として広く利用されている。Bacillus subtilis [26–29]、
B. cereus [30,31]、B. licheniformis [32,33]などの Bacillus属、及び Clostridium 
butyricum[34,35]は耐熱性の芽胞を形成することから、加熱・加圧が容易で飼料素材と
して適しており、日本国内では広く用いられている。Aspergillus oryzae などの麹菌





菌の減少が認められた[43]。また、子ブタへの B. subtilis RJGP16及び L. salivarius 
B1の同時投与が、腸管細胞の IL-6及び IgAの発現を増加し、腸管粘膜免疫を強化した
[44]。L. plamtarum CJLP243 は、抗生物質の代替として、ETEC による下痢を抑制し、
離乳子ブタの成長を促進した[45]。L. rhamunosus ATCC7469 が F4+ ETEC による下痢を
緩和した[46]。さらに、哺乳ブタへの Bifidobacterium longum AH1206の給与により回










表 1  子ブタ(ほ乳期*1)用生菌剤飼料添加物 
飼料添加物名 添加量(g力価)  
亜鉛バシトラシン 42～420 *2 
アビラマイシン 10～40 
















図 1  デンマークの抗菌性飼料添加物(■)と動物用医薬品(■)の使用量の推移[9] 
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表 2  生菌剤飼料添加物一覧 
飼料添加物名 対象飼料 
エンテロコッカス フェカーリス 1 牛用、ブタ用及び鶏用 
エンテロコッカス フェシウム（その１）2 牛用及び鶏用 
エンテロコッカス フェシウム（その２）3 ブタ用 
エンテロコッカス フェシウム（その３） 牛用、ブタ用及び鶏用 
エンテロコッカス フェシウム（その４）4 牛用及びブタ用 
クロストリジウム ブチリカム（その１） 牛用、ブタ用及び鶏用 
クロストリジウム ブチリカム（その２）1 牛用、ブタ用及び鶏用 
バチルス コアグランス ブタ用 
バチルス サブチルス（その１） 牛用、ブタ用及び鶏用 
バチルス サブチルス（その２） 牛用、ブタ用及び鶏用 
バチルス サブチルス（その３） 牛用、ブタ用及び鶏用 
バチルス サブチルス（その４）1 牛用、ブタ用及び鶏用 
バチルス セレウス 牛用、ブタ用、鶏用 
及び養殖水産動物用 
バチルス バディウス ブタ用 
ビフィドバクテリウム サーモフィラム（その１）5 鶏用 
ビフィドバクテリウム サーモフィラム（その２）4 牛用及びブタ用 
ビフィドバクテリウム サーモフィラム（その３） 牛用及びブタ用 
ビフィドバクテリウム サーモフィラム（その４） 牛用 
ビフィドバクテリウム シュードロンガム（その１） ブタ用 
ビフィドバクテリウム シュードロンガム（その２） 牛用及びブタ用 
ラクトバチルス アシドフィルス（その１）2 牛用及び鶏用 
ラクトバチルス アシドフィルス（その２） 鶏用 
ラクトバチルス アシドフィルス（その３） 牛用 
ラクトバチルス アシドフィルス（その４） ブタ用 
ラクトバチルス アシドフィルス（その５）4 牛用及びブタ用 
ラクトバチルス アシドフィルス（その６）3 ブタ用 



















































2-1) Bifidobacterium thermophilum P2-91の培養 
B. thermophilum P2-91は、全国農業協同組合連合会(全農) 家畜衛生研究所より分
与された。当菌の培養には実験室用の培地として改変 Briggs liver(MBL) 培地を用い




























試験管に量り、4N 塩酸（塩酸(特級)36mL を水で 100mL にした）を 5mL 加え試験管ミキ
サーで攪拌し、予め 100℃に設定し恒温にしておいたアルミブロックで 16 時間加水分
解した。加水分解後、これを 50mL 容褐色メスフラスコにて水で洗い込み、水で定容し
た。この液を 5Aのろ紙でろ過し、ろ液 2mLを 20mL容褐色メスフラスコにとり水で定容
後、0.45 µｍのフィルターを用いてろ過して試料溶液とした。別に、ムラミン酸（SIGMA
製）約 10mgを 50ｍＬ容褐色メスフラスコ精密に量り、水を加えて溶かし、水で定容し














マウスへの攻撃用の菌株は全農家畜衛生研究所から分与された Escherichia coli 












供試動物は 29日齢、雄の ICRマウスを日本 SLCから購入した。動物舎は室温を 22～
24℃になるように制御し、飼料(日本クレア製、標準飼料)は不断給与した。各飼料素材




供試素材を 1㎎/mLになるよう PBSに溶解した試験溶液を、試験開始後 2日目と 5日
目にマウス腹腔内に 0.5mLずつ投与した。さらに 6日目に大腸菌を腹腔内接種し攻撃し
た。攻撃後 6、24、48時間目にマウスの生死を確認し、生存率を算出した(表 6)。試験












り 10gの市販ブロイラー前期用の基礎飼料(表 8)を給与し、4日目以降は 1日 1羽当た





10ppm及び 1,000ppm添加した試験飼料給与する試験区の計 3群を設定した。 

























表 4  実験室用培地(MBL培地)の組成(%) 
 MBL培地 MBL-LE培地 
Glucose 0.5 0.5 
Yeast extract 0.6 0.6 
Peptone 1.5 1.5 
Fructo oligosaccharide 1.0 1.0 
Liver extract  5.0 0 
肝臓エキス(LE)：10gの牛肝臓粉末を 170 mLの水に溶解し 50～60℃で 1時間加温した




































濁度 (OD660)  




















表 5  ムラミン酸測定の HPLC条件 
A液（移動相）  
クエン酸三ナトリウム二水和物 2 g 
クエン酸一水和物 5.76 g 
塩化ナトリウム 1.76 g 
水 1000 mL 
B液（洗浄液）  
水酸化ナトリウム 8 g 
水 1000 mL 
  
反応液 （0.3mL/min）  
①  
水酸化ナトリウム 16 g 
ほう酸 30 g 
水 500 mL 
②  
オルトフタルアルデヒド 1.6 g 
メタノール 10 mL 
③  
メルカプトエタノール 0.4 mL 
①②③の順で混ぜ、最後に残りの水 500ｍＬを加える（用時調製） 
 
反応相  ：CTO-6A、またはそれと同等のもの 
カラム  ：日立＃2618（100㎜×4㎜） 
カラム温度：40℃ 
波長      ：励起波長（EX）340nm、蛍光波長（EM）450nm 







表 6  マウス検定 試験スケジュール 
項目 
試験開始後日数(d) 
0 2 5 6 7 8 
導入 ○      
馴化 ○ ○     
供試素材投与  ○ ○    
大腸菌攻撃    ○   






表 7  鶏ひなの成長試験 試験スケジュール 
項目 
試験開始後日数(d) 
-7 0 6 
導入 ○   
馴化 ○ ○  
供試素材投与  ○ ○ 
体重測定  ○ ○ 
















から 1.2%へと増量したが、ペプトンは 1.5%から 1.0%へと減量した。フラクトオリゴ糖
は 1.0%から 0.5%へと減量した。この組成を 2Y培地とした(表 9)。各成分を最適化した
2Y培地での増殖性は MBL培地と同等以上であった(図 5)。 
最大の増殖性を得るために 2Y 培地の最適濃度を検討した。各成分比を維持したまま
培地濃度を段階的に変えて培養した結果、約 3倍の濃度で濁度は最大に達し(図 6)、こ
れを 2Y*3 培地とした。そこで MBL 培地、2Y 培地および 2Y*3 培地での生産性を評価す
るため 10Lジャーファーメンターを用いて供試菌を培養した。培養液の菌数は、それぞ
れ 0.5×109、0.6×109、1.6×109 cells/mL と 3 倍の菌数が得られた。培養液中の菌体
を精製し得られた乾燥物収率は 0.8、1.0、1.1 g/L、さらに乾燥物のムラミン酸含量は












た薄片状であることを SEM観察で確認した(図 8)。この素材 1を賦形剤に対して 10%に
なるように混合して素材 2 を得た。これをマウス検定で評価した結果、素材 1 は 25 





表 9  MBL培地、MBL-LE培地、2Y培地の組成(%) 
 MBL培地 MBL-LE培地 2Y培地 
Glucose 0.5 0.5 0.5 
Yeast extract 0.6 0.6 1.2 
Peptone 1.5 1.5 1.0 
Fructo oligosaccharide 1.0 1.0 0.5 
Liver extract  5.0 0.0 0 
肝臓エキス(LE)：10gの牛肝臓粉末を 170 mLの水に溶解し 50～60℃で 1時間加温した







































図 6  2Y培地の濃度を段階的に設定した時の B. thermophilum P2-91の増殖性 
 
 
表 10  MBL培地、2Y培地、2Y*3培地の培養成績 
測定項目 MBL培地 2Y培地 2Y*3培地 
総菌数 (×109 cell/mL) 0.5 0.6 1.6 
乾燥物収率 (g/L) 0.8 1.0 1.1 
ムラミン酸含量 (mg/g) 12.5 14.0 16.1 




表 11  長期保管した素材 1のマウス検定による安定性評価 
 マウス生存率(%)  
保管期間(月) 対照群 試験群  
0  10 100 *** 
6  10  90 *** 
12   0 100 *** 



















































表 12  素材 1及び賦形剤に混合した素材 2のマウス検定結果 
供試素材 
投与量 マウス生存率(%)  
µg/0.5mL/匹 対照区 添加区  
素材 1 500 0 100 *** 
 
100 0 100 *** 
 
50 0 90 *** 
 
25 0 60 *** 
  12.5 0 30 ** 
素材 2 500 0 100 *** 
 
100 0 60 *** 
 
50 0 50 *** 
  25 0 20 ** 





















ることにより不足分の栄養分を補い MBL 培地と同等以上の増殖性を示した 2Y 培地を得





























対して 10%になるように混合した素材 2を調製し、マウス検定を実施した。素材 2の有






















3. 素材 1は、24か月の室温保管での安定性が確認された。素材 1の取り扱いを改善











































































合した素材 2、素材 3 は精製工程を省略した試験用の粗製品とした。素材 4、5 は B. 
thermophilum の標準株 JCM1207 及び JCM1268 を素材 1 と同様の製法で粉末化したもの
とした。乳酸菌を主体とする素材として入手した 8 種類を素材 6 から素材 13 とした。
素材 6は還元型葉酸サプリメントで、残りは免疫活性の強化をコンセプトとした製品ま
たは試作品であった。Bacillus 属菌として入手した 5 種類を素材 14 から素材 18 とし
た。Bacillus 属菌の飼料素材による家畜の飼養成績への有効性を示す報告は多い。近
年、この Bacillus 属の免疫機能への作用に関する報告もあり、本試験で評価するため






イナゴマメを主成分とする素材 42、43、ハーブ抽出物として素材 44から素材 48の 5
種類、漢方などを 3種類、全 51種類を機能性飼料素材として試験に供した(表 14)。 
 
2-2) マウス検定法 
前 2章 2-5)に記載した「マウス検定法」を実施した。 
 
2-3) 走査型電子顕微鏡による飼料素材の観察 
前 2 章 2-7)に記載した「走査型電子顕微鏡による飼料素材の観察」により、飼料素
材を 200倍及び 1,000倍で観察、写真撮影した。 
 
2-4) パイエル板細胞を用いた IgAを指標とする素材評価   
2-4-1) 供試動物 








RPMI1640 培地(SIGMA)、Fetal Calf Serum(FCS)10%添加、ペニシリン-ストレプトマ




ンベンチ内に搬入した。小腸を摘出し、氷冷下の 10%FCS 添加 RPMI1640 培地に浸漬し、
小腸からメスを用いてパイエル板を採取した。10 匹分のマウスパイエル板を集積し、
セルストレーナー（BD Falcon）を用いて単細胞浮遊液を調製した。単細胞を遠心集積




個/mL に調整して、96 穴の CELL CULTURE PLATE に 100 µL ずつ分注した。10 % FCS 添






2-5) 腹腔内マクロファージを用いた IL-12を指標とする素材評価 
2-5-1) 供試動物 
ICR雄マウス（9週齢、日本 SLC） 10匹 
 
2-5-2) 供試素材 





RPMI1640培地(SIGMA)、FCS 10%添加、ペニシリン-ストレプトマイシン溶液 1%添加 
 
2-5-4) 腹腔内マクロファージの採取及び細胞液の調製 
マウスの腹腔内に 1 g/100 mL濃度のグリセリン溶液を 0.4 mL注射して１晩飼育した
後、頚椎脱臼でマウスを屠殺し、腹腔内に冷却した PBS を 5 mL 注射して腹部をよくも
んだ後、腹腔内液（約 4 mL）を注射器で取り出し、シリコンコートしたスピッツ管に
入れて遠心分離（1200 rpm、5 分）した。上清及び壁面の赤血球を除去した後、冷 PBS
を加えてピペッティングし、遠心分離（800 rpm、5 分）して上清及び壁面の赤血球を




個/mL に調整して、96 穴の CELL CULTURE PLATE に 100 µL ずつ分注した。10 % FCS 添










表 14  供試飼料素材一覧 
















酸菌 8サンプルでは、素材 6、7、8、11、13の 5サンプルで生存率は有意に改善したが、
残りの素材 9、10、12 では有意差が認められなかった。Bacillus 属 5 サンプルはいず
れも生存率が有意に改善された。放線菌 6サンプルでは、素材 19と素材 21以外の 4サ
ンプルに有意差が認められた(表 15)。 
酵母など真菌 15 サンプルでは、素材 27 と素材 41 以外で有意差が認められ、その生存
率も素材 40(生存率 50%)以外は 70%を超えた。植物系 10 サンプルでは、素材 43、素材
47、素材 48以外では有意差が認められた(表 16)。 
 
3-2) 電子顕微鏡による観察 
各試験に供する前に飼料素材について、200 倍及び 1,000 倍の電顕写真を撮影した。
素材 2 は、Bifidobacterium 属菌体粉末(素材 1)を賦形剤で倍散したもので、賦形剤由
来の結晶をもち、表面は滑らかであった。素材 1に見られた 1㎜近い薄片は認められな
かった。素材 6は、20～30 µm程度のしわの多い、いびつな球体をしていた。素材 7は
乳酸菌発酵物であり、10～50 µmの大小の滑らかな球体が集合した形状であった。素材
8は、繊維質を粉砕した大小さまざまな形状であった。素材 9の乳酸菌は、いびつな球
体をしており、サイズは 10～30 µm 程度で、表面にはしわが認められた。素材 10 の乳
酸菌は素材 7 と同様、滑らかな球体であった。素材 13 は大豆を基材とした乳酸菌と麹
による発酵物で、100 µmほどの角柱の形状をしており、表面は繊維状であった。Bacillus
属である素材 17は、50 µm程度で均一の結晶状であった。素材 24の放線菌由来の素材
はふすまを固体培地として培養後乾燥･粉砕したもので、繊維による不規則な構造をし
ていた。素材 34は酵母をカプセル化した製剤で、2 µm程度の微小な球体が大量に集ま
って数百 µmの粒子を構成する構造であった。素材 51は糖蜜から抽出物で 1mm程度の滑
らかな表面の粒子であった。 
 
3-3) マウス免疫細胞 IgA 
素材 2は各区において blankと同程度であった。素材 7は 500 µg/mLで blankの 4.2
倍であったが、以降は blankと同程度であった。素材 6は各区において blankと同程度
であった。素材 9は 500 µg/mLと 100 µg/mLで blankの約 2倍であったが、以降は blank
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と同程度であった。素材 10は 500 µg/mLで blankの 4.7倍、100 µg/mLで blankの 2.3
倍であったが、以降は blankと同程度であった。素材 13は 500 µg/mL、100 µg/mLのと
き、blankの 2倍の IgAを産生した。素材 24は各区において blankと同程度であった。
素材 34 は 500 µg/mL で blank の 2 倍であったが、100 µg/mL 以降は blank と同程度で
あった。 
 
3-4) マウス免疫細胞 IL-12 
素材 2は各区において blankと同程度であった。素材 6は 100 µg/mLのとき最大とな
り blankの 13.0倍であった。素材 7は 100 µg/mLのとき最大になり blankの 43.4倍で
あった。素材 9は 4 µg/mLで最大となり blankの 63.2倍であった。素材 10は各区にお
い blankと同程度であった。素材 13は 20 µg/mLのとき最も高く blankの 4.5倍であっ
た。素材 24は各区において blankと同程度であった。素材 34は 4 µg/mLのとき最大に




表 15  飼料素材 1～24のマウス検定結果 
 生存率  
素材番号 対照群 試験群  
1 0 80 *** 
2 0 80 *** 
3 0 60 ** 
4 0 60 ** 
5 0 50 ** 
6 0 90 *** 
7 0 100 *** 
8 10 100 *** 
9 10 20 
 
10 10 20 
 
11 0 60 ** 
12 0 0 
 
13 0 90 *** 
14 0 60 ** 
15 0 100 *** 
16 0 70 ** 
17 0 80 *** 
18 0 60 *** 
19 0 20 
 
20 0 60 *** 
21 0 10 
 
22 0 40 * 
23 0 60 ** 
24 0 50 * 
*、**、***：対照群に対して有意差あり(それぞれ p <0.05、p <0.01、p <0.001) 
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表 16  飼料素材 25～55のマウス検定結果 
 生存率  
素材番号 対照群 試験群  
25 0 100 *** 
26 0 90 *** 
27 0 30 
 
28 0 70 ** 
29 10 90 *** 
30 10 70 ** 
31 10 80 ** 
32 0 70 ** 
33 0 80 *** 
34 0 80 *** 
35 10 100 *** 
36 0 90 *** 
37 0 80 *** 
38 0 70 ** 
39 0 80 *** 
40 0 50 * 
41 0 30 
 
42 10 90 *** 
43 20 30 
 
44 10 90 *** 
45 10 90 *** 
46 20 100 *** 
47 20 50 
 
48 20 50 
 
49 0 100 *** 
50 0 80 *** 
51 0 70 ** 







図 9  素材 2の SEM画像 (左：200倍、右：1,000倍) 
  
図 10  素材 6の SEM画像 (左：200倍、右：1,000倍) 
  








図 12  素材 8の SEM画像(左：200倍、右：1,000倍   
  
図 13  素材 9の SEM画像(左：200倍、右：1,000倍) 
  








図 15  素材 12の SEM画像(左：200倍、右：1,000倍) 
  
図 16  素材 13の SEM画像(左：200倍、右：1,000倍) 
  







図 18  素材 24の SEM画像(左：200倍、右：1,000倍) 
   
図 19  素材 34の SEM画像(左：200倍、右：1,000倍) 
  






























































































素材 12 は乾燥した乳酸菌を糟糠類に混合したもので、いずれも SEM 画像で繊維質の構
造を示した。乳酸菌のうち、素材 9、10、12の 3 種類に、マウスへの大腸菌攻撃に対す
る防御は認められなかった。しかしこれらの素材はヒトの健康食品を転用したもので、















から活用されてきた。酵母(Saccharomyces cerevisiae)がブタの腸管上皮細胞の p38 















































Lymphoid Tissue; GALT）である[98]。GALTの粘膜上皮は一層の円柱上皮細胞（Intestinal 
Epithelial Cells; IECs）で覆われ、パイエル版（Peyer’s patch; PPs）[39,99]や、
小腸上皮細胞間に存在する腸管上皮間リンパ球（Intestinal Epithelial Lymphocytes; 
IELs）、粘膜固有層（Lamina propria）とそこに存在する粘膜固有リンパ球（Lamina 
Propria Lymphocyte; LPL）、さらに固有層の下に存在する腸間膜リンパ節（Mesenteric 






























織を PBS で洗浄し、シャーレ内で脂肪組織等を除去後ガーゼに包み、 1% 
Penicillin-Streptomycin（Invitrogen, GIBCO, Carlsbad, CA, USA）、2%FCS を含む
RPMI1640 培地（Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA）中で穏やかに押しつぶし、
細胞を分離した。同培地で細胞を遠心（1500 rpm,5 min,4℃）洗浄後、0.2% NaClで低
張状態にし、赤血球を破壊した。その後、直ちに等量の 1.5% NaCl を加えて等張とし、
再び培地で遠心洗浄（1500 rpm,5 min,4℃）することにより、細胞を調製した。懸濁液




2-2-1)で調製した細胞懸濁液を 2.0×105 cells / well （90 µL）になるように 96 well
プレートに播いた。供試素材の懸濁液を 10 µLずつ添加し、37℃、32 h、5% CO2条件下
で培養した。コントロールとして、培地 10 µL＋細胞懸濁液 90 µL 入れたもの（cell 
control）、培地を 100 µLのみ入れたもの（medium control）を用意した。 
 
2-2-3) 細胞内放射活性測定 
32 h培養終了後、各 wellに 3-Methyl-[3H]-Thymidine（トリチウムチミジン）（Amersham 
Biosciences、Buckinghamshire、UK）を 10 µL（9.25 Bq）ずつ添加し、さらに 37℃、
5% CO2条件下で 16h培養することにより、細胞をパルスラベルした。 
16 h 培養終了後、セルハーベスターにてガラスファイバーフィルター上に細胞核を
回収し、ドライヤーで乾燥させた。フィルターペーパーを専用バイアルに入れ、液体シ
ンチレーションカクテル（1Lのトルエンに POPOP(1、4-bis [2-（5-phenyloxazolyl）] 
55 
benzene)を 0.1 gおよび DPD（2、5-Diphenyloxazole）を 4.0 g溶解させたもの）を 2 mL
ずつ分注し、核内に取り込まれたトリチウムチミジンを液体シンチレーションカウンタ
ーにより測定した。放射活性測定の結果より、リンパ球幼若化活性の相対値













細 胞 を 4.0×106cells/900 µL に な る よ う に RPMI1640 培 地 （ 1% 
Penicillin-Streptomycin, 2%FCS）に懸濁し、48 wellプレートに 900 µLずつ播いた。
各 well に調製した供試素材を 100 µL 添加し、37℃、5%CO2条件下で 6 h 培養した。コ
ントロールとして、培地 100 µL + 細胞懸濁液 900 µLを入れたもの（control）を設定
した。 
 
2-3-3) Total RNAの抽出および cDNA合成 
6 h 刺激後、各 well の細胞を回収し、遠心後、上清を取り除いた。得られたペレッ
トに TRIzol reagent（Invitrogen）を 500 µL添加し、細胞をよく懸濁した後、クロロ
ホルムを 100 µL加え、激しく撹拌し、室温で 3 min放置した。遠心分離後（15000 rpm, 
4℃, 15 min）上清部分の水層のみを新しい 1.5 mLマイクロチューブに回収し、2-プロ
パノールを同量加えよく撹拌し室温で 10 min放置後、遠心分離（15000 rpm, 4℃, 15 min）
し、Total RNAのペレットを得た。1 mLの 75%エタノールで遠心分離後（15000 rpm, 4℃, 
15 min）、エタノールを完全に風乾し、RNase free water に懸濁した。以上の操作によ
り抽出した Total RNAを NanoDrop ND-1000スペクトロフォトメーター（Thermo Fisher 
Scientific. Chicago IL、USA）で濃度および純度を測定した。得られた Total RNA を




2-3-4) 定量的 Real-time RT-PCR法 
得られた cDNAを用いて Real-time RT-PCRを行った。解析には ABI PRISM 7300 Real 
Time PCR System （Applied Biosystem）を用いた。検量線はターゲット遺伝子プラス
ミドを段階希釈して分析した結果として得られた曲線から、指数関数的増幅領域の任意








表 17  供試素材一覧 
素材番号 内容 
1 B. thermophilum P2-91の精製乾燥物 
2 素材 1の 10%倍散品 





14 B. subtilis乾燥物 
15 B. subtilis乾燥物 
17 B. subtilis乾燥物 

















表 18  プライマー配列 
 Gene name Sense primer Antisense primer 
-actin CATCACCATCGGCAACGA GCGTAGAGGTCCTTCCTGATGT 
IFN- ACTTATTTCTTAGCTTTTCAGCTTTGC GGCGCCTGGCAGTAAGAG 
IL-2 TGCAGCTCTTGTGTTGCATTG CTTGAAGTAGGTGCACCGTTTG 
IL-4 CGTGACCCACGTCTTTGCT CCCGGCAGAAGGTTTCCT 
IL-6 TGGATAAGCTGCAGTCACAG ATTATCCGAATGGCCCTCAG 









精製した B. thermophilum P2-91の菌体粉末である素材 1の SI値(Stimulation Index)
は、MLN では 100 µg/mL の時に、PPs では 10 µg/mL の時に最大となった(図 23)。素材
1を賦形剤に 10%混合した素材 2は、MLNで 1㎎/mLの時に、PPsで 100 µg/mLの時に最
大となった(図 24)。B. thermophilum P2-91未精製乾燥物の素材 3は、MLN及び PPsで
10 µg/mL の時に最大であった(図 25)。乳酸菌の素材 7 は、MLN では全濃度で対照区に
対して有意に低値であったが、PPs では 100 µg/mL の時に最大であった。素材 8 は MLN
で 100 µg/mL、PPsでは 10 µg/mLのときに最大であった。素材 12は MLNで 1㎎/mL、PPs
で 100 µg/mL のときに最大であった。素材 13 は MLN で 100 µg/mL の時に最大、PPs で
は有意な高値は認められなかった(図 26～図 29)。 
B. subtilisの芽胞からなる素材 14は MLN及び PPsで 1mg/mLの時、素材 15は MLN
及び PPsで 100 µg/mLの時に、素材 16は MLNで 1mg/mLの、PPs で 0.1 µg/mL の時に、
素材 17は MLN及び PPsで 1mg/mLの時にそれぞれ最大であった(図 30～図 33)。放線菌
の芽胞からなる素材 19は MLN及び PPsで 10 µg/mLの時に、素材 20は MLNで 100 µg/mL、
PPsで 1 µg/mLの時に、素材 21は MLNで 100 µg/mL、PPsで 10 µg/mLの時に、素材 22
は MLN及び PPsで 100 µg/mLの時に、素材 23は MLNで 100 µg/mL、PPsで 1 µg/mLの時
に、素材 24は MLNで及び PPsで 10 µg/mLの時に最大であった(図 34～図 39)。 
酵母からなる素材 35 は MLN で 100 µg/mL の時に最大となったが、PPs では有意差は
認められなかった。素材 38は MLNで 100 µg/mL、PPsで 0.1 µg/mLの時に最大であった。
素材 40 は MLN、PPs とも有意な高値はなく、糸状菌からなる素材 41 は MLN で 1 µg/mL
で最大となったが、PPsでは有意差は認められなかった (図 40～図 43)。 
 
3-2) サイトカイン発現の評価 
飼料素材で刺激した MLN または PPs におけるサイトカインの発現について評価した。
MLNでは、素材 2は IL-2、IL-4、IL-6、IL-10の発現を、IL-13の素材 8は IL-4、IL-6
の発現を、素材 12 は IL-4、IL-6、IL-10 の発現を、素材 13 は IL-2、IL-4、IL-6 の発
現を増強した(図 44)。PPsでは、素材 2は IL-2、IL-4、IL-6、IL-10の発現を、IL-13
の素材 8 は IL-4、IL-6 の発現を、素材 12 は IL-4、IL-6、IL-10 の発現を、素材 13 は
IL-2、IL-4、IL-6 の発現を有意に増強した。素材 2 は IFN-、IL-2、IL-13 の発現を、
60 
素材 8 は IFN-、IL-2、IL-4、IL-13 の発現を、素材 12 は IFN-、IL-2、IL-6、IL-10






















Control 0.1µg 1µg 10µg 100µg 1mg
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図 44  飼料素材の刺激による MLNでのサイトカイン発現。*、**：同一サイトカイン内





























































図 45  飼料素材の刺激による PPsでのサイトカイン発現。*、**：同一サイトカイン内









素材 1～3 は B. thermophilum P2-91 の純粋菌体粉末、賦形剤添加、未精製菌体粉末
である。本章でのリンパ球幼若化活性の結果は、第 2章での賦形剤の検討、第 3章での









が明らかとなった。マウス検定で効果の見られた素材 8 は、MLN、PPs でリンパ球の幼



























1. B. thermophilum P2-91 を主成分とする素材 2 は特にリンパ球の幼若化活性を強
化した。乳酸菌由来の素材 8、12、13、Bacillus 属の素材 17、放線菌の素材 22
にも高いリンパ球幼若化活性が認められた。 
 
























（Enterotoxigenic E. coli; ETEC）に起因する大腸菌性下痢症は、子ブタの育成上の
障害となっている疾病である[105]。ETEC は 1967 年に子ブタの下痢症の原因菌として
発見され[106]、さらに 1971 年 Sack らによりヒトの病原菌としても報告された[107]。
子ブタの下痢症は、生後 2 週間以内に発生する新生期下痢(neonatal diarrhea)と離乳








































































2-3) PIE細胞を用いた ETECに対する抗炎症活性試験 
2-3-1) 細胞培養 
PIE細胞は、コラーゲン（Type Ⅰ）コート済みのφ90 mmシャーレ（SUMILON、Tokyo、
Japan）を用いて、DMEM（10% FCS、100 mg/mL penicillin、100 U/mL streptomycin、
high glucose、L-glutamine、0.11 mg/mL sodium pyruvate ; GIBCO）により培養した。
コンフルエントに達したところで、PBSにより 2回洗浄し、上皮 buffer（0.1M Na2HPO4 / 
12H2O、0.45M Sucrose、0.36% EDTA/4Na、BSA）による処理後（37℃、5 min）、トリプ
シン溶液（0.25% trypsin、0.02% EDTA in PBS）を用いてプレートから細胞をはがし（37℃、








維血液加寒天培地に画線し、37℃で 20 h 培養した。出現したコロニーを滅菌爪楊枝で
釣菌し、5 mL の Tryptic soy broth（Becton）に接種し、37℃、5～8 日間静置培養し
た（繊毛復帰培養）。明確に形成された菌膜を画線棒により釣菌し、1 Lの Tryptic soy 
broth に接種し、37℃,20 h 振倒培養した。培養後、遠心し PBS で 3 回洗浄後、100℃、
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PIE 細胞を 12 well plate に 3.0×104 cells/1 mL で播種した後、37℃,5% CO2 条件
下で 3日間前培養した。培養 3日目に、供試素材を 100 MOI（multiplicity of infection）
となるよう添加し、48 h刺激した。刺激後、PBSでよく洗浄し、調製した ETEC液を 3.4 
µL（5.0×107 cells）添加し、12 h 刺激した。刺激後、PBS でよく洗浄し、各 well に
TRIzol Reagent を 500 µL ずつ加え、1.5 mL マイクロチューブに移し、サンプルとし
た。   
 
2-3-4) Total RNAの抽出および cDNA合成、real-time PCR法 
第 4章 2-3-3)、2-3-4)と同様に行った。 
 
2-3-5) ELISAアッセイ 
刺激後 48 h の培養上清を回収後、遠心分離したものを ELISA 用サンプルとして用い
アッセイした。使用した ELISAキットは、Porcine IL-6 ELISA kit（Ray-Bio, Norcross, 
GA）、Porcine IL-8 immunoassay kit（Biosource, Camarillo, CA）および Porcine MCP-1 
ELISA kit（E101-800,Bethyl Laboratories, Inc. Montgomery, TX,USA）である。 
 
2-3-6) 統計解析 





PIE細胞をφ60シャーレに 1.8×105 cells/6 mLとなるように播いた後、37℃、5%CO2
条件下で 3 日間培養した。培養 3 日目に 100 MOI（Multiplicity of infection）にな
るように供試素材を添加し、48 h前刺激を行った。刺激後、PBSでよく洗浄し、任意時
間（0、5、10、20、40 min）ETEC を 100 MOI になるように刺激した。また、比較対象
として ETEC単独刺激区（ETEC control区）を設けた。 
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2-4-2) 細胞の溶解と SDS化処理 
刺激後、CelLytic M Cell Lysis Reagent（Sigma）にたん白質分解阻害剤（Complete 
Mini（Roche））と脱リン酸化阻害剤（PhosSTOP（Roche））を規定量添加した細胞溶解液
250 µL を添加し細胞を可溶化した。セルスクレーパーを用いて可溶化した細胞液を回
収し、15000 rpm、5 min 遠心した後上清を回収した。回収した上清 150 µL に 4×SDS
バッファー50 µLを添加し、95℃、5 min加熱処理後、サンプルとして用いた。 
 
2-4-3) たん白質含量の測定 
細胞溶解液中のたん白質含量の測定を BCA protein assay kit（Pierce）を用いて行





量）にし、SDS-PAGEに供した。ゲル濃度は 10%もしくは 12.5%を用い、泳動は 125V、90 
min 行った。泳動終了後、100%メタノールで親水化した PVDF 膜にたん白質を、




PVDF膜を TBS-T（pH7.6）で洗浄し、2% BSA/TBS-T（w/v）に室温で 3 hほど浸してブ
ロッキングを行った。TBS-T で洗浄後、1000 倍希釈の一次抗体（anti-IBa、
anti-phosphate-p38、anti-p38、anti-phosphate-JNK、anti-JNK、anti-phosphate-ERK、
anti-ERK、-actin；Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA）を添加し、一晩
振とうした。TBS-Tで洗浄後、2000倍希釈した二次抗体（Alkaline phosphate conjugated 
anti-rabbit IgG；SIGMA-ALDRICH,USA）に一時間浸して振とうし、再び洗浄した。洗浄









2-5) ブタ TLRシグナリングのネガティブレギュレーター発現解析 
2-5-1) PIE細胞前培養 
細胞数をカウントし、PIE 細胞を 3.0×104 cells / well になるように 12 well プレ
ートに播き、37℃、5% CO2条件下で 3日間培養した。 
 
2-5-2) 供試素材による刺激 
12 well プレートに、供試素材を 100 MOI になるように、Pam3CSK4 については 200 
ng/well になるように播き PIE 細胞を 48 h 刺激した。刺激後、培地をアスピレーター
で除去し、PBS でよく洗浄し、浮遊菌体を除去した。炎症誘発因子として ETEC987P 株
を 100 MOIになるように播き、3、6、12 h刺激した。刺激後、各 wellに TRIzol Reagent
を 500 µLずつ加え、1.5 mLマイクロチューブに移し、サイトカイン発現解析サンプル
とした。 
 
2-5-3) Total RNA抽出および cDNA合成 
第 4章 2-3-3)の方法に準じて行った。 
 
2-5-4) 定量的 Real-time RT-PCR法 
得られた cDNA を用いて第 4 章 2-3-4)の方法に準じて Real-time RT-PCR を行った。
使用したプライマーの配列は表 20に示した。 
 
2-6) TLR2及び TLR4 blocking抗体を用いた解析 
2-6-1) PIE細胞刺激 
コラーゲンコート済み 12 wellプレートに3.0×104 cells / mL濃度の細胞液を 1 well
あたり 1 mL となるように添加し、3 日間培養した。培地交換後、TLR2 blocking 抗体
（ LEAFTM Purified anti-human CD282; BioLegend）または TLR4 blocking 抗体
（TLR4(H-80);SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY,INC)で処理した。さらにその後、飼料素材を
添加し、前刺激を 48時間行った。培養後、PBSで洗浄し ETEC987P株を終濃度 5.0×107 
81 
cells / mLとなるように添加し、3、6、12時間刺激した。刺激後、培地を除去し TRIzol
で溶解し、以降のサンプルとして用いた。 
 
2-6-2) Total RNA抽出及び cDNA合成、mRNAの定量 
前 4章 2-3-3)及び 2-3-4)と同様の方法で行った。 
 
2-6-3)統計解析 




表 19  供試素材一覧 
素材番号 内容 







表 20  real-time PCRで使用されたプライマー 
Gene name Sense primer Antisense primer 
Porcine -actin CATCACCATCGGCAACGA GCGTAGAGGTCCTTCCTGATGT 
Porcine SIGIRR ATGTGAAGTGTCGGCTCAATGT TTCATCTCCACCTCCCCATACT 
Porcine Tollip TACCGTGGGCCGTCTCA CCGTAGTTCTTCGCCAACTTG 
Porcine A20 CCTCCCTGGAAAGCCAGAA GTGCCACAAGCTTCCTCACTT 
Porcine BCL-3 CGACGCGGTGGACATTAAG ACCATGCTAAGGCTGTTGTTTTC 
Porcine MKP-1 AACGAGGGTCAGGCTTTTCC TCCCCAATGTGCTGAGTTCAG 






3-1) PIE細胞への ETEC刺激に対する抗炎症活性の評価 
PIE 細胞への ETEC 刺激による炎症性サイトカインの発現抑制を指標に素材を評価し
た。PIE細胞を飼料素材との培養で刺激することによるサイトカイン発現量を測定した。
素材 2は IL-6、IL-8を、素材 8は IL-6、MCP-1の発現を有意に増加した(図 47 a)。続
いて、飼料素材との培養後に、ETEC死菌体による刺激後のサイトカイン発現量を測定、
ETEC刺激の発現量に対して比較した。素材 2は、炎症性サイトカインである IL-6、IL-8、
MCP-1 の発現を有意に抑制した。素材 8 は IL-8 及び MCP-1、素材 12 は IL-8、素材 13






A20と IRAK-Mの発現を有意に促進した。素材 8は SIGIRRの発現を、素材 13は A20、Bcl-3、
IRAK-Mの発現を有意に促進した(図 48) 
 




れた。さらに p38 MAPK の指標として p38 の発現を測定した。対照区では p38 の発現が
増加したが、素材 2 では有意にその増加を抑制し、素材 13 でも増加を抑制する傾向が
認められた(図 49)。 
 
3-4) TLR2及び TLR4の役割 
飼料素材 2 の免疫調節機能での TLR2 と TLR4 の役割を評価するため、抗 TLR2 および
抗 TLR4 抗体を用いて飼料素材 2 と飼料素材 13 を比較した。抗 TLR2 によるブロッキン
グにより、飼料素材 2 は MCP-1 の発現増加が認められたが、抗 TLR4 によるブロッキン






































































































図 47  PIE細胞を用いた(a)飼料素材の単独刺激によるサイトカイン発現量、(b)飼
料素材刺激後の ETEC刺激によるサイトカイン発現量。*、**：同一サイトカイン内で





















































図 48  PIE細胞における飼料素材刺激によるネガティブレギュレーターの発現量。*：
同一因子内で ETECに対して有意差あり(p <0.05) 
 
 
図 49  飼料素材による(a)IBa分解および(b)p38リン酸化への影響  






































































































図 50  PIE細胞の飼料素材による免疫調節における(a)TLR2 および(b)TLR4 の役割。






当研究室でこれまでに PIE 細胞を ETEC や LPS で刺激することで、炎症性サイトカイ
ンである IL-6、IL-8、MCP-1を有意に増加すること、またこれらの炎症性サイトカイン
により PIE 細胞が損傷を受けることを見出している。さらに、PIE 細胞を ETEC 刺激よ
り先に、Lactobacillus jensenii TL2937、B. longum BB536 などで処理することで、















さらに、詳細な機構解明に向けて NF-B と MAPKの経路に着目した。NF-B は核内転
写因子の一つで、炎症応答に関与する遺伝子の転写因子とされている。NF-B は通常、
核外に Inhibitor (I) B と複合体を形成し非活性型として存在しているが、免疫刺激
物質による刺激で、IBはリン酸化された後分解する[116]。ETECの刺激により IB は
分解が進むが、飼料素材による刺激が炎症性サイトカインの発現を Controlと同程度に
まで制御しており、素材 2 及び素材 13 が NF-Bの経路を調節していることが明らかと
なった。これは、先のネガティブレギュレーターの発現増強も一因であると考えられた。
MAPK経路の p38 MAPKはリン酸化により活性化され、核内で炎症性サイトカインの転写




陽性細菌は TRL2 に認識されていると考えられており、抗 TLR2 抗体を加えることで、
Bifidobacterium 属の刺激が認識されず抗炎症性が抑制されたことが報告されている
[81]。素材 2 はグラム陽性細菌であることから、抗 TLR2 抗体を加えたが IL-6 と IL-8











































1. 各飼料素材は抗炎症性活性を示したが、素材 2は IL-6、IL-8、MCP-1 の発現を有
意に抑制し、特に高い活性を示した。 
 




3. 素材 2、素材 13は、NF-B、p38 MAPK経路の活性化を抑制し、炎症性サイトカイ




































解明を試みた。B. thermophilum P2-91の培養後、精製して得られた素材 2は有意にマ
ウスの生存率を改善したが、IgAや IL-12の産生誘導は認められなかった。一方、乳酸
菌素材 9、10、12の 3種類に、マウスへの大腸菌攻撃に対する防御は認められなかった
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